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Özet: Köpek oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› için medyuma kat›lan protein kaynaklar›n›n etkisinin incelendi¤i bu çal›flmada,
k›s›rlaflt›r›lm›fl köpeklerin ovaryumlar› kullan›ld›. Ovaryumlar 38 ºC s›cakl›ktaki PBS solüsyonu içerisinde, k›s›rlaflt›rma ifllemini
müteakip en geç bir saat içerisinde laboratuara getirildi. Elde edilen oositler üç gruba ayr›larak, % 5 CO2 ve yüksek nem’ in sa¤land›¤›
38,5º C s›cakl›ktaki inkübatörde 72 saat olgunlaflmaya b›rak›ld›.
Grup 1 (Kontrol): TCM -199 medyumu,
Grup 2 (BSA): % 0,3 BSA katk›l› TCM –199 medyumu,
Grup 3 (FCS): % 5 FCS katk›l› TCM –199 medyumu.
Olgunlaflma süresinin sonunda, oositlerin tümü pipetlenerek kumulus hücrelerinden ar›nd›r›ld› ve 1:3 asetik asit:etanol ile 48 saat
fikse edildi. Oositler % 2 aseto-orsein ile boyand›ktan sonra olgunlaflma kriterleri aç›s›ndan faz-kontrast mikroskopta x400
büyütmede incelendi.
Toplam 624 oositin kullan›ld›¤› çal›flmada kontrol, BSA ve FCS gruplar›nda s›ras›yla ; %16,58 (34/205), %37,08 (79/213) ve
%22,81(47/206) oositin meyotik bölünmeye devam etti¤i saptand›. BSA grubunda meyotik bölünmeye devam eden oosit oran›n›n
hem FCS, hem de kontrol grubuna göre önemli oldu¤u (p<0,05), FCS grubunda elde edilen oran›n ise, kontrol grubuna göre önemli
oldu¤u (p<0,05) belirlendi.
Bu verilere göre, köpek oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› amac›yla medyuma protein kat›lmas›n›n gerekli oldu¤u ve bu amaçla,
BSA’n›n FCS’ya göre daha iyi sonuçlar verdi¤i söylenebilir.
Anahtar Sözcükler: Difli Köpek, Oosit, ‹n Vitro Olgunlaflma, BSA, FCS

The Effects of BSA and FCS on In Vitro Maturation of Bitch Oocytes
Abstract: The effects of protein sources added to the medium for maturation of bitch oocytes were investigated. Ovaries from
spayed bitches were transported to the laboratory in PBS at 38 ºC within an hour. Recovered oocytes were divided into three groups
and left for 72 h maturation at 38.5 ºC under an atmosphere of 5% CO2 and high humidity.
Group 1 (Control): TCM 199 medium,
Group 2 (BSA): TCM 199 medium supplemented with 0.3% BSA,
Group 3 (FCS): TCM 199 medium supplemented with 5% FCS.
At the end of the maturation period, all oocytes were denuded from cumulus cells by pipetting and fixed in 1:3 acetic acid: ethanol
solution for 48 h. The oocytes were then stained with 2% aceto-orcein and examined under a phased-contrast microscope at x400
magnification for maturation criteria.
It was observed that 16.58% (34/205), 37.08% (79/213) and 22.81% (47/206) of the oocytes resumed meiosis in the control,
BSA and FCS groups, respectively; a total number of 624 oocytes were used. In the BSA group, the rate of oocytes that resumed
meiosis was significant (p < 0.05) compared to the FCS and control groups. This rate was also significant (p < 0.05) in the FCS
group compared to the control group.
According to these results, it can be suggested that addition of protein sources to the medium for in vitro maturation of bitch oocytes
is necessarily important, and BSA gives better results than FCS does.
Key Words: Bitch, Oocyte, In Vitro Maturation, BSA, FCS
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Girifl

Materyal ve Metot

Köpeklerde
yard›mc›
üreme
tekniklerinin
gelifltirilmesine yönelik çal›flmalar, son y›llarda özelikle
nesli tükenme tehlikesiyle karfl› karfl›ya bulunan
köpekgiller için iyi bir model oluflturabilecek olan evcil
köpekler üzerinde yo¤unlaflmaya bafllam›flt›r (1-5).

Ovario-histerektomi yap›lm›fl köpeklerden al›nan
ovaryumlar, +38,5 ºC’deki antibiyotik katk›l› (Gentamisin
Sülfat, 50 µg/mL) PBS solüsyonunda 2 saat içerisinde
laboratuar ortam›na getirildi. Ovaryumlar›n yüzeyine
bisturi yard›m›yla kesitler at›lmak suretiyle 38 ºC’deki
Hepes modifikasyonlu TCM 199 (Sigma, M 2550)
solüsyonu yard›m›yla saat cam› içerisinde y›kand›. Hemen
ard›ndan ayn› medyumu içeren y›kama petrilerine
aktar›lan oositler burada 3 kere pasajlanarak y›kand›lar.
‹n vitro olgunlaflt›rma için ayr›lacak oositlerin seçiminde;
sa¤lam bir zona pellusida, en az 4 s›ra kumulus hücresi,
homojen ve zona içini dolduran koyu renkli vitellus varl›¤›
kriterleri göz önünde tutuldu (2,17,20) (fiekil 1).

‹n vivo ortamda fertilize olmufl embriyolar›n al›c›
annelere transferi ile, 1980 y›l›nda köpeklerde ilk baflar›l›
embriyo transferinin gerçeklefltirilmesinden sonra (6),
1988 y›l›nda ilk defa, in vivo olgunlaflm›fl oositler
kullan›larak, in vitro fertilize edilen köpek embriyolar›n›n
ovidukt’a transferi yoluyla köpek yavrular› elde edilmifltir
(7).
‹n vitro fertilizasyon teknikleri ile k›s›rlaflt›r›lan veya
hastal›k ve benzeri nedenlerden dolay› ölmek üzere olan
köpeklerin ovaryumlar›ndan, embriyo elde edilmesi son
y›llarda mümkün olabilmektedir (7).
Köpeklerde
reprodüktif
mekanizma
di¤er
memelilerden farkl›d›r. Difli köpeklerde oositler, Germinal
Vezikül döneminde ovule olur ve fertilize olabilmeleri için
de ovidukt’ta 72 saatlik bir olgunlaflma süresine ihtiyaç
gösterirler (8,9,10).
Memeli oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›
çal›flmalar›nda oositlerin protein gereksinimleri oldu¤u
bilinmektedir (8,9,11). Araflt›r›c›lar memeli oositlerinin in
vitro olgunlaflt›r›lmas› çal›flmalar›nda, medyuma çeflitli tip
ve oranlarda protein kaynaklar› katmay› denemifl ve
de¤iflik sonuçlar elde etmifllerdir (3,7,12,13,14).
Köpek
oositlerinin
in vitro maturasyonu
çal›flmalar›nda da medyuma protein kat›lmas›n›n
gereklili¤i konusunda araflt›r›c›lar aras›nda bir fikir birli¤i
mevcuttur (3,7,14). Ancak, optimal sonucun elde
edilebilmesi için bunun hangi kaynaklardan sa¤lanmas› ve
hangi oranlarda kullan›lmas› gerekti¤i konusu,
araflt›r›c›lar›n üzerinde halen çal›flmalar yapt›¤› bir
konudur (3,15,16).
Bu alandaki çal›flmalar›n çok yeni olmas›, istenilen
düzeyde baflar›l› sonuçlar›n al›namamas› ve standart bir
yöntemin henüz gelifltirilememifl olmas›, bu konudaki
çal›flmalara
daha
fazla
e¤ilmek
gereklili¤ini
do¤urmaktad›r (3,7,16-19).
Bu nedenle, sunulan çal›flmada köpek oositlerinin in
vitro olgunlaflt›r›lmas›na Hepes modifikasyonlu TCM 199
medyumuna protein kayna¤› olarak ilave edilen % 0,3
BSA ve % 5 FCS’un etkilerinin araflt›r›lmas›
amaçlanm›flt›r.
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Her üç çal›flma grubu için en az 2 saat öncesinden
haz›rlanm›fl, üzerleri mineral ya¤ (Sigma) ile örtülmüfl,
antibiyotik kat›lm›fl (Gentamisin Sülfat, 50mg/mL) ve 38
ºC’lik s›cakl›k ve % 5 CO2’li inkübatör ortam›nda
bekletilmifl bulunan üç farkl› olgunlaflt›rma medyumu
(Hepes Modifikasyonlu TCM 199, Sigma M-2520)
gruplar›na aktar›ld›.
Kazan›lan oositler, 1. Grup (Kontrol): TCM 199+ 2,2
gr/lt NaHCO3+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3;
Ozmolarite: 288 mOsmol),
2. Grup (BSA): TCM 199+% 0.3 BSA (Fraction V ,
Sigma A8806)+2,2 gr/lt NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate
(pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol) ve
3. Grup (FCS): TCM 199 + % 5 FCS (Fetal Calf
Serum, Biochrom S 0115)+2,2 gr/lt NaHCO3+ 0,23 mM
Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol), % 5
CO2 ve % 100’e yak›n nem’in sa¤land›¤› 38,5 ºC’lik
inkübatör ortam›nda 72 saat olgunlaflt›r›ld›. Sonra 4’lü
petri kutular›n›n (Nunc 176740) her bir gözü (well)
içerisine 350 µl medyum konuldu. Her bir göze 10-20
oosit düflecek flekilde yerlefltirildi. Ard›ndan her bir gözün
üzeri 150 µl mineral ya¤ ile örtülerek olgunlaflmaya
b›rak›ld›. Olgunlaflma süresinin sonunda, oositlerin
kumulus hücreleri pastör pipeti yard›m›yla mekanik
olarak uzaklaflt›r›ld›. Ard›ndan % 0,7’lik KCl
solüsyonunda 3-5 dakika bekletildikten sonra lam-lamel
aras›nda s›k›flt›r›larak sabitlendi. 1:3 asetik asit-etanol
solüsyonu içerisinde 48 saat fikse edilen preperatlar, %
2’lik aseto-orsein ile boyand›ktan sonra faz-kontrast
mikroskopta x 400 büyütmede kromatin ve kromozom
yap›lar› gözlenmek sureti ile olgunlaflma durumlar›
saptand›. Gruplar aras›ndaki fark istatistiksel aç›dan X2
(Khi-kare) testi kullan›larak de¤erlendirildi.
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Bulgular
Araflt›rma süresince 10 kez tekrarlanan çal›flmada 17
adet difli köpekten, toplam 733 adet oosit topland›.
De¤erlendirmeye uygun oldu¤u saptanan (fiekil 1) 624
adet oositin olgunlaflt›r›ld›¤› Kontrol grubunda (n=205),
Germinal Vezikül, Diakinez, Metafaz I (fiekil 2), Anafaz I,
Telofaz I, Metafaz II (fiekil 3), Tan›mlanamayan çekirdek
materyali (Undetermined Nuclear Materyal: UDNM) ve
Dejenere oosit say› ve oranlar› s›ras›yla; 106 (% 51,70),
29 (% 14,14), 3 (% 1,46), 0 (% 0,00), 2 (% 0,97), 0
(% 0,00), 29 (% 14,14), 36 (% 17,56) olarak saptand›.
Ayn› de¤erler % 0,3 BSA içeren TCM 199 grubunda
(n=213); 93 (% 43,66), 20 (% 9,39), 35 (% 16,43), 2

(% 0,94), 2 (% 0,94), 20 (% 9,39), 26 (% 12,20) ve
15 (% 7,04) olurken, TCM 199+% 5 FCS grubunda ise
(n=206) ; 100 (% 48.54), 26 (% 12,62), 15 (% 7,28),
0 (% 0,00), 2 (% 0,97), 4 (% 1,94), 28 (% 13,59) ve
31 (% 15,05) olarak saptand› (Tablo 1).
Gruplar aras›nda 72 saat süren olgunlaflma süresinin
sonunda belirlenen Germinal Vezikül, Diakinez, Anafaz I,
Telofaz I ve UDNM oranlar› bak›m›ndan istatistiksel
olarak herhangi bir farka rastlanmad›. Ancak, M I ve M II’
ye
geliflen
oosit
oranlar›
aras›nda
yap›lan
de¤erlendirmede, her iki parametre aç›s›ndan da % 0,3
BSA grubunda saptanan en yüksek de¤erlerin (% 16,43% 9,39), % 5 FCS grubundakilere (% 7,27-% 1,94) ve
fiekil 1.

Olgunlaflt›r›lmaya Al›nmak Üzere
Seçilen Primer oositler (x200
Büyütme).

fiekil 2.

Metafaz I Aflamas›ndaki Bir Oosit
(x400 Büyütme).
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fiekil 3.

Tablo1.

Köpek Oositlerinin 72 Saatlik ‹n Vitro Olgunlaflt›rma Sonras› Ulaflt›klar› Geliflim Safhalar› ve Oranlar›.

Gruplar

Kontrol TCM 199
n=205
TCM 199 +% 0.3 BSA
n=213
TCM 199+% 5 FCS
n=206

Metafaz II Aflamas›ndaki Bir Oosit
(x400 Büyütme).

GV
(% )

Diak.
(% )

MI
(% )

AI
(% )

TI
(% )

M II
(% )

UDNM
(% )

Dej.
(% )

106

29

3

0

2

0

29

36

(51,70)a

(14,14)a

(1,46)c

(0,00)a

(0,97)a

(0,00)c

(14,14)a

(17,56)a

93

20

35

2

2

20

26

15

(43,66)a

(9,39)a

(16,43)a

(0,94)a

(0,94)a

(9,39)a

(12,20)a

(7,04)b

100

26

15

0

2

4

28

31

(48,54)a

(12,62)a

(7,28)b

(0,00)a

(0,97)a

(1,94)b

(13,59)a

(15,05)a

GV: Germinal Vezikül, Diak.: Diakinez, M I: Metafaz I, A I: Anafaz I, T I : Telofaz I, M II: Metafaz II, UDNM: Undetermined Nuclear Material
(Belirlenemeyen Çekirdek Materyali), Dej.: Dejenere.
a,b,c
Dikey kolonlarda farkl› harf tafl›yan de¤erler aras›ndaki fark önemlidir p<0,05. (X2 testi)

bu de¤erlerin de, Kontrol grubuna (% 1,46 - % 0,00)
göre önem teflkil edecek derecede yüksek olduklar›
saptand› (p<0,05). Bunun yan› s›ra, geliflemeyerek
dejenere olmufl oosit oranlar› bak›m›ndan Kontrol (%
17,56) ve % 5 FCS katk›l› gruplardaki (% 15,05)
de¤erler aras›nda bir fark bulunmazken; % 0,3 BSA
grubunda saptanan de¤erin (% 7,04) bu iki grubun
de¤erleri ile önem teflkil edecek flekilde düflük oldu¤u
belirlendi (p<0,05) (Tablo 1).
Kontrol, % 0,3 BSA ve % 5 FCS katk›l› gruplarda
s›ras›yla; 34 (% 16,58), 79 (% 37,08) ve 47 (% 22,81)
oositin meyotik bölünmeye devam etti¤i (Diak.+ M I + A
I + T I + M II) gözlendi (Tablo 2). Yap›lan istatistiksel
karfl›laflt›rmalarda, % 0,3 BSA katk›l› grupta saptanan en
yüksek de¤erin, di¤er iki gruptaki de¤erlere ve % 5 FCS
1456

Tablo 2.

Gruplar

Kontrol
TCM 199
TCM 199
+% 0.3 BSA
TCM 199
+% 5 FCS

72 Saatlik ‹n Vitro Olgunlaflt›rma Sonras›nda Meyotik
Bölünme Aktivasyonu Gösteren Oositlerin Oranlar›.
Mayoza Devam Edenler
(Diak.+ M I+ A I+T I+ M II)
(% )
34
(16,58) c
79
(37,08) a
47
(22,81) b

a,b,c
Dikey kolonlarda farkl› harf tafl›yan de¤erler
aras›ndaki fark önemlidir p<0,05. (X2 testi)
(Diak: Diakinez, M I: Metafaz I, A I: Anafaz I,
T I: Telofaz I, M II: Metafaz II)

M. EVECEN, A. BARAN, S. ALKAN, Ö. B. ÖZDAfi, Ç. TEK

katk›l› gruptaki de¤erin de kontrol grubundaki de¤ere
nazaran istatistiksel aç›dan önem tafl›d›¤› saptand›
(p<0,05).

Tart›flma
K›s›rlaflt›r›lm›fl köpeklerin ovaryumlar›ndan elde edilen
primer oositlerin in vitro olgunlaflt›r›ld›klar› bu çal›flmada,
meyotik bölünmeye devam eden oosit oranlar›
(Diak.+MI+AI+TI+MII) yönünden saptanan en yüksek
de¤er % 37,08 ile BSA katk›l› grupta belirlendi. Bu de¤er,
çal›flmalar›nda ayn› miktarda BSA kullanan Hewitt ve
England (3)’n›n bulduklar› % 21’lik de¤erlerinin oldukça
üzerinde, Hewitt ve England (2)’›n % 28-60’l›k
de¤erlerine ise yak›n bulundu. Ancak Otoi ve ark. (1)’n›n
bulduklar› % 73’lük de¤erin oldukça alt›nda kald›.
Çal›flmada 1. meyotik bölünmeyi tamamlam›fl (M II)
oldu¤u saptanan oositlerin oranlar› yönünden yap›lan
istatistiksel karfl›laflt›rmada; BSA grubunda saptanan %
9,39’luk de¤erle, FCS grubunda bulunan % 1,94’lük
de¤er ve bu iki de¤er ile, hiç M II geliflimi kaydedilemeyen
kontrol grubundaki % 0,00’l›k de¤er aras›ndaki farklar›n
önemli oldu¤u belirlendi (p<0,05). Çal›flmada elde edilen
% 9,39’luk en yüksek M II oran›n›n, Fujii ve ark. (5)’n›n
bulduklar› % 11’lik oran›n biraz alt›nda, Otoi ve ark.
(16)’n›n % 2,3-16,3’lük oranlar›na benzer ve Nickson ve
ark. (14)’n›n % 39’luk de¤erlerinin ise oldukça alt›nda
kald›¤› saptand›.
Sunulan çal›flmada, en yüksek meyotik aktivasyon
oranlar›n›n BSA katk›l› grupta saptanm›fl olmas›, Hewitt
ve England (3)’›n köpek oositlerinin in vitro
olgunlaflt›r›lmas› çal›flmalar›nda BSA’n›n FCS’a göre daha
üstün oldu¤unu bildiren çal›flmas›yla paralellik
tafl›maktad›r. Çal›flmada, medyuma % 5 FCS kat›lan
grupta elde edilen % 22,21’lik meyotik aktivasyon oran›,
Hewitt ve England (3)’›n ayn› miktarda FCS içeren
grubunda bulduklar› % 19’luk de¤erin az da olsa üzerinde
gerçekleflti. Buna karfl›n % 0,3 BSA grubu için elde
etti¤imiz % 37,08’lik meyotik aktivasyon oran› ayn›
araflt›r›c›lar›n (3), ayn› miktarda BSA içeren gruplar› için
bulduklar› % 67’lik sonucun bir hayli alt›nda kald›.
Çal›flman›n % 5 FCS katk›l› grubunda elde etti¤imiz %
1,94’lük M II oran›, çal›flmalar›na medyuma % 20
oran›nda FCS katan Saint-Dizier ve ark. (10)’n›n, %
2,1’lik M II de¤erlerine yak›n bulundu. Ayn› araflt›r›c›lar›n

(10) FCS gruplar›na ait olan bu bulgular›, köpek
oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›nda protein kayna¤›
olarak yüksek konsantrasyonlu (% 20) FCS’nin optimal
sonuçlar verece¤ini bildiren Hewitt ve England (3)’›n
bulgular›yla ba¤daflmamaktad›r.
Çal›flman›n protein içermeyen kontrol grubunda hiçbir
oositin M II aflamas›na geliflememifl olmas›, köpek
oositlerinin in vitro ortamda mayotik olgunlaflma için
protein kayna¤›na gereksinim duyduklar›n› bildiren
araflt›r›c›lar›n bulgular›yla ba¤daflmaktad›r (2, 21).
Otoi ve ark. (1), olgunlaflt›rma için seçilecek oositlerin
morfolojik görünümleri ve sahip olduklar› kumulus hücre
s›ras›n›n yan› s›ra, çaplar›n›n da sonuçlar› etkileyen kritik
bir faktör oldu¤unu ve 120 µ’dan büyük çapa sahip
oositlerin kullanmas›n›n oositlerin meyotik olgunlaflmalar›
aç›s›ndan önemli oldu¤unu bildirmifllerdir. Bunun yan› s›ra
Hewitt ve England (3), ovaryum vericisi olan köpeklerin
yafl›n›n da olgunlaflmay› etkileyen bir faktör oldu¤unu,
ideal olarak 1-6 yafllar› aras›ndaki köpeklerin tercih
edilmesi gerekti¤ini ve 7 yafl›n üzerindeki köpeklerden
kazan›lan oositlerin olgunlaflma sonuçlar›nda düflüfllere
yol açt›¤›n› bildirmifllerdir. Çal›flmada, köpeklerin yafllar›
ile kullan›lan oositlerin çaplar›n›n dikkate al›nmamas›n›n,
M II’ye ulaflan oosit oranlar›n›n düflük kalmas›na neden
olabildi¤ini düflündürmüfltür.
Otoi ve ark. (16), farkl› östrus dönemlerindeki
köpeklerin kan serumlar›n› kullanarak yapt›klar›
çal›flmalar›nda, en yüksek M II oran›n› (% 16,3)
östrustaki köpek serumunu % 10 oran›nda katt›klar›
grupta elde etmifllerdir. Buna paralel olarak, Nickson ve
ark. (14) da medyuma ayn› proteini yine ayn› miktarda
katarak yapt›klar› çal›flmalar›nda % 39’luk bir M II oran›
elde ettiklerini bildirmifllerdir. Çal›flmam›zda kulland›¤›m›z
her iki protein kayna¤› da bu ikisinden daha düflük
sonuçlar do¤urmufltur.
Sunulan çal›flmada elde edilen bulgular do¤rultusunda,
köpek oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› çal›flmalar›nda
medyuma protein kat›lmas›n›n gerekli oldu¤u; bunun yan›
s›ra, olgunlaflmay› desteklemesi aç›s›ndan protein kayna¤›
olarak % 0,3 BSA’n›n, % 5 FCS’a nazaran daha etkili
oldu¤u söylenebilir.
Sonuç olarak; henüz çok yeni bir geçmifle sahip olan
köpek oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› çal›flmalar›
alan›nda daha bir çok temel çal›flmaya ihtiyaç oldu¤u
düflünülmektedir.
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